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まとめ 
1. ヒト由来の細胞 4種類 (M63，T-28，HuEおよび MU)，ハムスター由来の細胞 3種類 
(HEF，T-I，T-II)を用いて Simianvirus 40 (SV40) 接種による形態変換現象を検討し
た。上記の細胞はいずれも SV40接種後増殖が良好となり focusを形成するようになる。 
2. ハムスター変換細胞の上清には感染性ウイルスは証明できないが， この実験で用いたヒト
細胞は全例ウイルスを証明できた。 
3. ハムスター変換細胞では軟寒天内にコロニーを形成するが， ヒト由来の変換細胞ではコロ
ニーの形成は認められない。またヒトの変換細胞ではコーチゾンで前処置しでもハムスター
に移植できない。 
4. SV40 によるハムスターの変換細胞は長期継代可能だが， ヒト変換細胞の増殖性は継代し
ているうちにやがて急激に crisisに陥り培養不能になる。ヒト胎児細胞の l系列のみに細胞
の recoveryを認めた。このようになった変換細胞の上清にはもはや感染性 SV40を認めな 
、。ν
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まえがき 
Simian virus 40 (S V 40) は Patovaviruses群に属し，
サル由来の腫蕩ウイルスとして腫虜ウイノレスの中でも重
要な地位を占めている。このウイルスは invivoでハム
スタ ~2)3>， ラッテの接種局所に腫療を形成し，in vitro 
ではマウス435〉，ハムスター 6〉7)B)，ウサギペブタ， ウシ，
ラッテなどに由来する種々の細胞に形態変換現象を起さ
せることが知られ，in vitroでヒト由来の細胞では腎，
頬粘膜，肺，甲状腺，副甲状腺，肝，胸腺，皮膚に由来
する細胞での報告がある。 
SV40 による形態変換現象の出現の感受性は種々のヒ
ト細胞によってかなり異る 10)。 
Todaroらは特に Fanconianemia，Down'.sヮndrome
の患者に由来する細胞や，癌多発系の家族に由来する細
胞は SV40 による形態変感に対する感受性が高いと報告
している 11)12)。他方 SV によるハムスター変換細胞の40
ように，一般の変換細胞は長期間継代可能であるが， 
SV刊によるヒト由来の変換細胞は Shein14)および 
Moyer15l らによって報告されているように長期間の継
代が不可能であり，やがて急激に crisisに陥る。
以上のように SV刊接種によるヒト細胞でも感受性の
異りが知られヒト以外の晴乳動物ではハムスター細胞お
よび GMK(Green monkり kidnり)細胞はさらに SV刊
に対する反応が種々の面でヒト細胞と相違している。
そこで由来の異る種々のヒト細胞の SV刊による変換
現象を観察し，変換細胞における SV40 の産生の有無，
長期継代培養の可能性などをハムスター胎児細胞と比較
検討した。
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り， 800日で培養を中止した (Fig.1)。 
実験方法 b. SV40処理 M63細胞の invitro変換現象 
M63細胞を 4代継代し 107. OTCID50/O.2mlの SV40
細胞培養 1. で処理すると，約4週目より focus状をした変換細胞が
組織を細分し PBS(Dulbeccoリン酸緩衝液)で洗樵
し， トリプシン液で消化を行ない，培養維持には Eagle
培地に biotin，tenicillin，strettomycinおよび成牛血清を
加えた MEM(Eagle's minimum essential medillm) 
変法培地を使用し静置培養を行なった。
観察は位相差倒立顕微鏡(ニコン， MS型)で行ない，
染色はメタノール固定後 May-GrunwaldGiemsa染色
を行なった。 
2. 軟寒天内培養法 
Macphersonらの方法に従って firstoverlay medium 
は0.5%の DifcoNoble Agarおよび4倍量のアミノ
酸およびビタミンを加えた MEM変法培地を用い， 
Second layerは 0.33%の DifcoNoble Agarおよび
上記の MEM変法培地を用いて細胞を浮遊し，炭酸ガ
ス培養器で培養を行なった。 
3. ハムスター頬嚢膜下接種法 
Handlerおよび Foleyl6) Iこ従ってハムスター頬嚢膜
下に細胞を注入し，皮下にコーチゾンで前処置を行なっ 
こ。f
4. 培養上清中のウイルス量の測定法
培養上清を凍結融解し， GMK細胞でウイ jレスの力価
を測定した。 GMK細胞は千葉血清研究所より分与され
たものを試験管に分注し使用，観察は 30日間行ない 
TCID50/O.2 ml (50% tissue culture infective dose) を 
Reed 
5. ウイルス 
SV40の 777株を予研内田清二郎博士から分与を受け， 
GMKで増殖させ使用した。
実験結果 
出現した。細胞の屈光性が増加し，上皮細胞様になり， 
focusの周囲には線維芽細胞様の細胞が出現した。 40目
前後になると focusは培養ピンの表面に斑紋状に認めら
れる， 12代 296日以後増殖が著しく悪化し継代不能にな
った (Fig.2)。 
c. SV40処理による変換 M63細胞 (M62 SV)の異
種動物への移植性の検討
幼若ハムスター頬嚢膜下に 4代継代変換 M63細胞の 
106 •0/0.2 mlを接種し，cortisoneで前処置を行なったが
移植されず腫蕩の形成は認められなかった。さらに細胞
を増加したが結果は陰性であった。 
d. 軟寒天培養法によるコロニー形成の検討 
4代継代 M63SV細胞1.0x lO4.0/plate，3.0x 104.0/ 
plateおよび 7代継代 M63SV細胞 6.0X104.0/plateを
播いて 30日間観察したが，細胞は萎縮して分裂像を示
こ。fさなかっ 
e. 培養上清中の感染性 SV40の検索 
107 •OTCID50/O.2 mlの力価ある SV40を接種した。接
種後 52日目に 106・75TCID50/O.2mlとなり，以後 105・0
前後のウイルスを認めた (Table1)。 
2. 急性骨髄性白血病由来の細胞 (T-28) 
a. 無処理 T-28細胞の培養
形態は線維芽細胞様で配列はやや乱れていた。継代 3
代ないし 4代まで活発に増殖したが， 5代以後は増殖緩
慢になり 394日で培養不能になった。 
b. SV40処理 T-28細胞 (T-28SV)の invitro変換
現象 
細胞上清中のウイルス力価M63SV1.Table 
days after virus titer days after v(TirCus I titer 
exposure (TCID50) exposure (TCID50) 
0 .
5 .
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52 106.75 194 105
0 .
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0 .
75 
92 105 239 10463)(M性リンパ腫由来の細胞J悪 1. 
104.2569 207 
25 105.
培養後 3週間で confiuentになり，形態は平たい線維 120 103.25 296 10
3
•
0 
芽細胞様，増殖は 5代ないし 6代までは活発であった * FOCUS 
が，以後やや緩慢になり， 10代を過ぎる頃 (400日)よ 4代継代 M63細胞に SV40を接種し上清中の SV40
り増殖は一層ゆっくりになり， 15代以後は継代不能にな の力価を測定した。
104.0104 249無処理 M63細胞の培養a. 
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Cumulative growth 
増殖が悪化し培養開始後 218日で培養不能になった 
(OH 
9 (Fig. 3)。 
T28SV b. SV40処理 HuE細胞 (HuESV)の培養
 
7代継代 HuE細胞に 107.
 OTCID50/O.2mlの SV40を
接種した。 50"，，60日より focus状の細胞増生集団が認め
られ，細胞の形態は上皮細胞様になり屈光性も良くなっ
たが，培養液の酸性化および増生は対照細胞も良好なの
。 。
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で顕著な差をみなかった。 12代まで増殖は良好であった
が以後悪化し crisisになった。それとほぼ時を同じくし
感染性ウイルスの証明も困難になった (Fig.4)。 
Crisisから recoveり細胞が培養可能だったのは HuE
細胞のうち l系列のみで他はすべて培養不能になった。 
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Fig. 7 T -28 SV細胞の集積増殖曲線 
T-28細胞および T-28SV細胞の集積増 C. 軟寒天内培養法によるコロニー形成の検討 
殖を図示したもの。対照 T-28とT-28SV ' 5代継代 HuESV細胞1.0x104/plateを用い 30日間
細胞の聞には明らかな差を認める。 観察したが細胞は萎縮して分裂像を示さずコロニーは形
成されなかった。さらに 8代継代 HuESV細胞 105""， 8.0 
Table 2. T -28 SV細胞培養上清中のウイルス力価 
x 104/plateを用いたがやはりコロニーの形成は観察さ
0 .
days after virus titer days after virus titer れなかった。 
exposure (TCID50) exposure (TCID50) 
106.0 104.0 
d. SV40処理による変換細胞の異種動物への移植性
16 
0 
113 の検討 
21 106. 119 104.5 
10代継代 HuESV細胞 4.0X105/0.3 mlをハムスタ
35 106・O(+j* 163 104
ー頬嚢膜下へ移殖し，cortisoneで前処理したが移植性を
65 75 105. 0 .175 103
』0上清中のウイルスは接種後 35日までは 106・OTCIDso/ 
0.2 ml，60目前後でも 105.75TCID50/0.2 mlを示し， 100 zo 
日を過ぎる頃より減少し 104・0ないし 103・0/0，2mlの値を
示した (Table 2)。 
3. ヒ卜正常胎児由来の細胞 (HuE) 6 
a. 無処理 HuE細胞の培養

培養後 5"，，6日で fullsheetになり線維芽細胞様の細
Fig. 8 HuESV 細胞の集積増殖曲線
 
胞が規則正しい配列を示し， 10代までは増殖が良好であ HuESV細胞の Cumulative.growthを図示
ったが 1代を過ぎると緩慢になり， 13代以後は急激に したもの，明らかに対照との聞に差をみ日る。
100 200 
Days 
095 100 200 103.0 .
*FOCUS 
4代継代 T-28細胞に SV40を接種し上清中の SV40
の力価を測定した。 
. 
接種した。 35日頃より focus状の変換細胞が出現し，
細胞は上皮細胞様で屈光性が強くなった。増殖は 7代ま
で良好であったが 10代を過ぎると衰え， 200日で培養
を中止した。 
4代継代 T-28細胞に 107OTCID50/O.2mlの SV40を
c. T-28SV細胞の cumulativegroωthの検討 
T-28細胞および T-28SV細胞を同容積の培養ビン
に培養し集積増殖を検討した (Fig.7)。 
d. 培養上清中の感染性 SV40の検索
証明することはできなかった。 
e. HuESV細胞の cumulativegrowthの検討 
HuE細胞および HuESV細胞を同容積の培養ピンに
培養し集積増殖を検討した (Fig.8)。 
f. 培養上清中の感染性 SV40の検索 
SV40接種後 15日では 105. 25TCID50/O.2 mlであり，
以後 113日まで 105. 137OTCID50/O.2ml前後であった。 
日には 102.75TCID50/O.2mlになり， 181日以後 260日ま 
c・~ 10 
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Table 3. HuESV細胞培養上清中のウイルス力価 
days after virus ti ter days after virus ti ter 
exposure (TCID5o) exposure (TCID50) 
15 105. 13725 102.75 
106.25 10053(+)* 181 0 .
博
5TCID50/O.2ml，以後 114日ま
で 103.oTCID 50/0.2 mlのウイルスを放出していたが， 
130日以後は 100TCID50/O.2ml になった (Table4)。 
培養開始後 4日で 105. 
5. ハムスター胎児由来の細胞 (HEF) 
a. 無処理 HEF細胞の培養
25 
113 105 260 1000 .
510.
0 .
1000 .83 222 
*FOCUS 
4代継代 HuE細胞に SV40を接種し上清中の SV40
の力価を測定した。
で 100TCID50/O.2mlであった (Fig.3)。 
4. 子宮筋腫由来の細胞 (MU) 
a. 無処理 MU細胞の培養
培養開始後4日目で fullsheet になった。形態は線維
芽細胞様であるが，それ以外の形の細胞もみられた。最
初の一カ月は順調に増殖したが，その後増殖が緩慢にな
り93日で培養不能になった。 
b. SV40処理 MU細胞 (MUSV)の培養 
4代継代 MU細胞に107.OTCIDsO/0.2mlの SV刊を接
種した。約 50日で増殖が良好になり focus状の変換細
胞の出現をみた。接種後約 100日継代 8代を過ぎると，
細胞の増生が悪化し crisisになり約 160日で培養を中止
した。 
c. 軟寒天内培養法によるコロニー形成の検討 
7代継代 MUSV細胞 105._，7x104/plateおよび対照
として 4代継代 MU細胞lOS/plateを接種し， 30日間
観察したがコロニーは形成されなかった。 
d. MUSV細胞の移植性の検討 
8代継代 MUSV細胞 8x105/0.3 ml/cheek pouchを
幼若ハムスターに移植し，cortisoneで前処置したが移植
性は認められなかった。 
e. 培養上清中の感染性 SV40の検索 
Table 4. MUSV細胞培養上清中のウイルス力価 
days after virus titer days after virus titer 
exposure (TCID50) exposure (TCID50) 
5 .4 105 72 104.3 
培養後8代までは線維芽細胞様細胞が活発な増生をつ
づけ継代も容易であった。その後増殖が表え11代，培養
開始後 100日で培養を中止した (Fig.5) 
b. SV40処理 HEF細胞の培養
初代 HEF細胞に 107.0TCID 50/0.2 mlの SV40を接種
した。接種後 80日で増殖が良好になり， 84日目で 6代
継代細胞 3.2X105/0.2mlを生後 48時間の新生ハムスタ
ーに前処置なしで注入し， 48日目に 8匹中 5匹に腫療の
出現をみた。これを invitroに移し T-I (SV40変換 
HEF細胞)細胞と名づけた。形態は線維芽細胞様，円
形細胞など多形性に富み，増殖は良好であった。継代17
代目の細胞をハムスターに接種し， 6日目に 2匹中 2匹
に腫虜の出現をみた。これを invitroに移し T-II細胞
と名づけた (Fig.6)。 
1) T-II (SV40変換 HEF細胞)細胞の移植性の検討 
2代継代 T-II細胞の 5.0x 105/0.2 mlをハムスターの
皮下に前処置なしで接種した。 10日後 2匹中 2匹に腫蕩
の出現をみた。 
2)軟寒天内培養法によるコロニー形成の検討 
2代継代 T-II細胞 5.0X 105/plateを用い軟寒天内で
培養し， 3週後に増殖性細胞のコロニーを認めた。
考 案
ヒト細胞では SV40変換悪性リンパ腫由来の細胞 (M 
63 SV) 17)18¥ SV40変換急性骨髄性白血病のリンパ節
由来の細胞 (T-28SV)IB)，SV40変換胎児線維芽細胞 
(HuESV)18)および SV40変換子宮筋腫由来の細胞 
(MUSV)18)19)は，それぞれ 4，5，6，7，週頃より細胞
が増生し focus状をした変換細胞が出現し，屈光性が増
加し形も上皮細胞様となった。 focusの周囲には線維芽
細胞様の細胞が存在し，日が経つにつれ培養ピンの表面
から肉眼でも観察できるようになった。
0 .
0 .
5 .
25.105
34 103 114 103 Todaroら削〉は形態変換現象を定量的に示しヒト由
100)ホ(+50 130 来の線維芽細胞系は SV刊による形態変換の出現の感受
0 .103 培養液の酸性化は激しく代謝の旺盛なことを示した。27 94 
0 .161 10059 性が各々の細胞によってかなり違いIoh 特に Fanconi 
25 104.
キFOCUS anemia，Down's Syndromeの患者に由来する細胞や，
4代継代 MU細胞κSV40を接種し上清の SV40の 癌多発系の家族由来の細胞は形態変換に対する感受性が
力価を測定した。 高いと報告している 11)0 in vitroでの SV40による細胞
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変換現象を追求するには培養液および血清， SV40ウイル
スの力価および株，接種させる細胞の選択，細胞の継代
数および継代する速度などの条件が複雑にからみ合い，
その上に実験技術の因子が加味されるので，Todaroら
の報告と本実験結果を直接相関させることはできない
が， ヒト由来の種々の線維芽細胞およびハムスター線維
芽細胞を用いた本実験で，変換細胞からなる focusは 
M63 SV細胞で早く， MUSV，HuESVおよびHEFSV
細胞では比較的遅れて出現した。
本実験で用いた SV40変換ヒト細胞の培養上清中には
全例感染性 SV40の産生を認めた。増生が活発な時期に
本実験でも Crisisの出現と，上清中のウイルス産生
との聞には同様の関係が得られた。 
SV40変換細胞の移植性はヒト細胞ではいずれの細胞の
場合も細胞数を増加させても，コーチゾンで前処置しで
も異種動物への移植性は認められなかった。軟寒天内培
養法でも分裂する細胞のコロニーは生じなかった18)27)。 
Ashkenaziらへ Noordaaら町もヒト肝細胞を用い
て cheekρouch(ハムスター頬嚢膜下)への移植は不能
であると報じている。 
Rabsonら21)はヒト甲状腺細胞では cheekρouchへの
移植は不可だったが，脳内接種により tatillaヮ eten・ 
は 105 .，
 0. 106・oTCID50/O.2mlの産生をみるが，増生が dymomaはできたと報告している。 Moyerら15)は2週
衰えると産生量も 100，.103oTCID50/O.2mlと減少した。. 
Crisisから recoveヮ細胞が培養可能だったのは， 
HuESV細胞のうち l系列のみで他はすべて培養不能に
なった。 
Crisisに陥った HuESV細胞の上清には感染性 SV40
の産生は認めなかった。
ハムスター由来の細胞に SV40を接種しても，培養上
川0清lι乙は感染性 SV4 を産生しない2句) 刊o
Rabs ν21)はヒト甲状腺組織由来の細胞を用い，上ぬ叩onら 
清中に 106・8，.107・1TCID5o/O.2mlの SV40を 4カ月間認
めている。 Sheinおよび Enders2)は変換ヒト胎児細胞
上清中にウイノレスを観察している。 Koprowskiおよび 
Pontenら23)は Down'ssyndromeなどの患者由来の 
SV40変換細胞上清中に，ウイルスを 49週以上認めてい
る。
その他 Peturssonら24)，N oordaaおよび， khoury 
25)らによる報告もあるが，本実験で用いたヒト細胞とウ
イルスの産生量および産生していた期間などについては
大差ないようである。 
SV40変換ヒト細胞を継代してゆくとやがて Crisisに
陥る。本実験では M63SV細胞では 15代約 800日で， 
T-28SV細胞では 10代約 200日で， MUSV細胞では 
8代 160日で Crisisになった。 
in vitroで無処置細胞の長期継代培養の困難なこと
と， ヒト変換細胞で Crisisの出現により長期継代が困
難になることは，後者ではウイルスが細胞の増殖に関与
しているので本質的に異ると思われる。 
Sheinら14)は SV40変換ヒト腎細胞を用いて，Moyer 
ら15)は SV40変換ヒト肺細胞を用いて，一定期間で Crisis
になることを報告し， Girardiらお〉は SV40変換ヒト胎
児細胞を用いて実験を行ない，やはり Crisisが出現する
が，ーたび recoveワになった細胞の上清には SV40は存
在しないとしている。
間で regressionした例を記している。
ハムスター細胞では 105 • 0 /0.2 mlの細胞数で容易に同
種動物に移植可能であり，軟寒天内培養法でも増殖可能
なコロニーを採ることができた。種々の文献6)8)29)刊で
も同様な結果が得られた。
ヒト由来の SV40変換細胞は感染性 SV40をある限ら
れた期間産生し，ハムスターへの移植は不可能で、ある。
一方ハムスター由来の変換細胞の同種動物八の移植は
容易で、ある。 しかし上清中には SV40を認めないが， 
GMK細胞との contactcultureないし重ね培養法を行な
うと SV40が認められる系30)31)32)33)と認められない系7)34)
があるとの報告もある。 Mitomycin C で処理すると 
SV40を認める35)という報告もなされているが，本実験で
はいずれも陰性であり，感染性ウイルスの出現を認めな
かっ fこ。
なお SV40変換ヒト細胞の長期継代養培の問題は現在
も実験を継続中であり，近く別に報告する予定である。
本論文iζ記載された実験は文部省科学研究費の援
助を受けて行なわれたものである。なお実験成績の
一部は第17回日本ウイルス学会総会において発表さ
れた。
稿を終るにあたり，御批判と御鞭捷を賜った，思
師桑田次男教授に深く感謝いたします。 GMK細胞
を分与された千葉県血清研究所，また材料その他で
助力して下さった関谷宗英博士，高山直秀学土 i乙感
謝します。 
SUMMARY 
Cell cultures derived from various human 1. 
tissues (M 63，T -28，HuE and MU cultures) and 
cell cultures from hamster embryo (HEF，T-I 
130 塩沢 
and T -11 cultures) were morphologically trans-
formed by infection of SV 40 virus in vitro. 
They were characterized by an accelerated 
growth rate and foci formation of transformed 
cells. 
2. SV 40-infected human cell strains produced 
infectious virus continuously during in vitro life-
tlme. 
In contrast to human cells， SV 40-transformed 
hamster cells did not produce infectious virus as 
reported by other investigators. 
3. To test the malignancy of SV 40-trans・ 
formed hamster and human cells， colony forma-
tion in soft agar medium and transplantability 
to hamster cheek pouch were examined. 
SV 40-transformed hamster cells form colonies 
in soft agar medium， but SV 40-transformed 
human cells do not. 
SV 40-transformed human cells are unable to 
be transplanted to young hamsters in spite of 
conditioning with cortisone acetate or increasing 
cell numbers. 
4. SV 40ー transformed human cells could be 
subcultivated for a limited lifetime in vitro and 
they entered “ crisis" incontrastto SV 40-trans・、 
formed hamster cell which could be subcultivated 
for unlimited lifetime in vitro. 
However one strain of SV 40-transformed hu-
man embryo cells could be recovered from 
“ crisis" and subcultivated for a long time. 
In addition， infectious virus could not be de-
tected in culture fluid of these human embryo 
cells. 
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写真説明 
Fig. 1 M63細胞初代。位相差 100X，培養開始後 37日目。 
Fig. 2 M63SV細胞。位相差 100X， 4代継代 M63細胞に SV40 を接種し更に 8代継代Jを行なった 
Fig. 3 HuE細胞。位相差 100X 継代 2代 HuE細胞，線維芽細胞様の細胞が規則正しく並ぶ， 増
生は良好。 
Fig. 4 HuESV細胞。位相差 100x，継代 10代 HuESV細胞，細胞はやや丸味を帯び上皮細胞様に
なり配列の乱れがみられる。 
Fig. 5 HEF細胞。位相差 100X，継代 2代目。 
Fig. 6 T-II細胞。位相差 100x， 4代継代 T-II細胞， 線維芽細胞様細胞， 円形の細胞がみられ 
tile up している。
